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抑毒方治疗肝肾阴

疗效及对
虚兼湿热型慢性乙型肝炎的

T细胞亚群的影响
汤伯宗1’2 李 曼’ 高月求

·823·

摘要 目的研究抑毒方治疗乙型肝炎核心相关抗原(hepatitis B e—antigen，HBeAg)阳性慢性乙型肝炎

(chronic hepatitis B，CHB)患者的疗效及对T细胞亚群的数量及功能变化的影响。方法57例HBeAg阳性

CHB患者，根据治疗方案，随机分为单用恩替卡韦组(对照组)和恩替卡韦联合抑毒方组(治疗组)。治疗6

个月后观察治疗前后ALT、AST、HBV—DNA、HBV-M、肝功能复常率、HBV-DNA转阴率、HBeAg转阴率、中医

证候积分变化；应用流式细胞术检测HBeAg阳性CHB患者外周血中自然杀伤(NK)T细胞的数量和分泌1-

干扰素(IFN一7)、白细胞介素一4(IL一4)的量，以及Thl、Th2、Tcl、Tc2细胞的数量。结果 两组共有7例病

例脱落。与对照组比较，治疗组能够明显降低ALT、AST、HBV—DNA水平及中医证候积分(P<0．05)；并能

明显提高肝功能复常率，而对HBV—DNA和HBeAg转阴率的提高，差异无统计学意义(P>0．05)。对照组

能够明显增加NKT细胞分泌IFN一^y，减少分泌IL．4，增加Tcl细胞的数量，导致Tcl／Tc2比值升高，而治

疗组不但可以增加NKT细胞的数量，使IFN-1分泌增加，IL-4分泌减少，而且能够明显增加Thl、Tcl细胞

数量，降低Th2、Tc2细胞数量，导致Thl／Th2、Tcl／Tc2的比值升高(P<0．05)。结论 抑毒方能够有效改

善HBeAg阳性CHB患者的肝功能、抑制HBV—DNA复制、改善临床症状；抑毒方的作用机制可能是通过增加

NKT细胞的数量，使NKT细胞分泌IFN一1增加，分泌IL一4降低，调节Thl／Th2与Tcl／Tc2之间的平衡而

发挥作用。

关键词 乙型肝炎核心相关抗原；慢性乙型肝炎；自然杀伤T细胞；辅助T淋巴细胞；细胞毒T细胞
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ABSTRACT Objective To study the effect of Yidu Recipe(YDR)in treating patients of chronic hepatitis B

(CHB)with positive hepatitis B e-antigen(HBeAg)and its influence on the quantity and function of T-cell sub-

sets．Methods Fiftv．seven CHB patients measured up the inclusive criteria were randomly assigned to the con-

trol group and the treated group．treated respectively by entecavir alone and entecavir+YDR for 6 months．

Changes of alanine a minotransferase(ALT)，aspartate a minotransferase(AST)，HBV-DNA，HBV—M，inter·

leukin-4(IL-4)and Chinese medicine syndrome score。as well as amounts of natural killer(NK)T cell，y-inter-

feron(y-IFN)，Thl，Th2，Tcl and Tc2 cells in peripheral blood(detected by flow cytometry)before and after

treatment were observed．And the liver function normalization rate，negative inversion rates of HBV·DNA and

HBeAg were estimated at terminal of the trial．Results Seven cases were dropped out in the observation period．

Compared with the control group，levels of ALT，AST，HBV-DNA and Chinese medicine syndrome score were

lower after treatment(P<0．05)，and liver function normalization rate was higher in the treated group，while the

difference between groups in negative inversion rates HBV—DNA and HBeAg were insignificant(P>0．05)．A-

mount of IFN-y increased．IL-4 reduced。and Tcl cell raised after treatment，which led to the rise of Tcl／Tc2 ra—

1．O in both groups；while in the treated group，in addition to the above-mentioned changes，the Thl cell was in-
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creased also．and thus to make elevation of Thl／Th2 ratio(P<0．05)．Conclusion The efficacy of entecavir+

YDR in treating HBeAg positive CHB patients is better than that of entecavir alone．YDR can effectively improve

patients’liver function，inhibit HBV-DNA replication and improve clinical symptoms，its action may be realized by

way of increasing the amount of NKT cells，inducing increase of IFN·y and decrease of IL-4 secretions，and reg—

ulating the balance between Thl／Th2 and Tcl／Tc2．

KEYWORDS HBeAg；chronic hepatitis B；natural killer T-cell；T-helper cell；cytotoxic T-lymphocyte

抑毒方系上海中医药大学附属曙光医院治疗慢性

乙型肝炎(chronic hepatitis B，CHB)的经验方，临床

使用具有一定的抑制乙型肝炎病毒复制和改善肝功能

的疗效，为探讨其确切疗效及作用机制，笔者进行了

抑毒方联合恩替卡韦治疗肝肾阴虚兼湿热型乙型肝炎

核心相关抗原(hepatitis B e-antigen，HBeAg)阳性

CHB患者的疗效观察并研究其对自然杀伤(natural

killer，NK)T细胞数量和^y-干扰素(interferon-gamma，

IFN一1)和白细胞介素一4(interleukin-4，IL-4)表达的

影响。

资料与方法

1病例选择标准

1．1 西医诊断标准参照2005年中华医学会肝

病学分会、感染病学分会联合修订的“慢性乙型肝炎

防治指南”⋯中CHB诊断标准：(1)肝炎病史0．5年

以上；(2)HBsAg和(或)HBV—DNA阳性；(3)肝组织

穿刺证实为慢性肝炎者。

1．2 中医辨证标准 肝肾阴虚兼湿热证辨证标

准参照《中药新药临床研究指导原则》嵋’，主证：(1)

两胁隐痛；(2)腰膝酸软；(3)舌红，苔薄黄腻或苔

少、无苔。次证：(1)头晕耳鸣；(2)两目干涩；(3)经

少经闭或遗精；(4)大便秘结或稀溏，脉弦细数。具备

主证中任2项即属本证或具备主证中任1项及次证4

项中任2项亦属本证。

1．3纳入标准 (1)符合上述中西医双重标准，

(2)年龄18—65岁的男性或女性；(3)HBeAg和HBV．

DNA阳性；(4)ALT≥2倍于正常值，TBIL≤2倍于正

常值；(5)6个月内未经免疫调节剂及抗病毒治疗；

(6)育龄期妇女必须已采取有效的避孕措施；(7)同意

并签署知情同意书者。

1．4剔除标准 (1)年龄<18周岁，>65周岁；

(2)合并其他嗜肝病毒感染的肝炎，长期饮酒史或其

他慢性重型肝炎和肝硬化；(3)伴有其他严重原发病

者；或精神病患者；(4)妊娠或准备妊娠妇女、哺乳期

妇女；(5)过敏体质或多种药过敏的患者；(6)不能按

规定的治疗方案配合治疗者。

2临床资料 57例肝肾阴虚兼湿热型HBeAg

阳性CHB患者均是上海中医药大学附属曙光医院

2007年10月一2009年3月间的肝炎门诊及病房患

者。根据所采用的治疗方案，将患者随机分为单用恩

替卡韦组(对照组)和恩替卡韦联合抑毒方组(治疗

组)。其中对照组原有3l例入组，研究过程中有l例

因经济原因改用拉米夫定治疗，2例加用了非抑毒方

中药治疗，7例失访脱落，以上10例均予以剔除；治

疗组原有33例入组，治疗过程中有2例改用其他抗

病毒药物治疗，2例因失访脱落，以上4例均予以剔

除；最后完成本研究的患者共50例。其中对照组2l

例，男17例，女4例；年龄20—57岁，平均(44．10±

12．25)岁；病程3—29年，平均(21．00±1．67)年；治

疗组29例，男24例，女5例；年龄26—58岁，平均

(42．38±8．26)岁；病程2—36年，平均(29．00±

11．28)年。两组资料比较，差异无统计学意义(P>

0．05)。

3 方法

3．1 用药方法 对照组：口服恩替卡韦(每片

0．5 mg，美国百时美施贵宝公司生产)，0．5 ms／次，每

日1次。治疗组：在对照组治疗基础上，加中药抑毒

方(组成：女贞子15 g旱莲草15 g仙茅15 g淫羊

藿15 g猫人参30 g 猫爪草15 g紫草15 g牡丹

皮15 g)，加水煎至400 mL，分早、晚各1次13服，两组

疗程均为6个月。

3．2观察项目与检测方法

3．2．1 常规观测指标 (1)肝功能：包括ALT、

AST；(2)血清HBV病毒学标志的检测：包括HBsAg、

HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb(ABOTT法)；(3)血清

HBV．DNA定量(罗氏荧光定量PCR法)；以上均由曙

光医院检验科统一检测。

3．2．2 免疫学检测指标 因为PMA有下调

CD4表达的作用，本研究用CD3+CD8‘T细胞代表

CD4+T细胞。NKT(CD3+TCRVet24+)细胞、Thl

(CD3+CD8一IFN一^y+)细胞、Th2(CD3+CD8‘IL．4+)

细胞、Tcl(CD3+CD8+IFN一^y+)细胞、Tc2(CD3+CD8+

IL-4+)细胞、NKT细胞分泌的IFN．1(CD3+TCRVct24+
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IFN-1+)、NKT细胞分泌的IL-4(CD3+TCRVot24+IL-

4+)，采用细胞内染色法检测。

3．2．3外周血T细胞亚群检测方法 取肝素钠

抗凝新鲜静脉血3 mL，分离外周血单个核细胞(pe-

ripheral blood mononuclear cell，PBMC)。用含10％胎

牛血清的1640培养液将细胞浓度调整至1×107／mL

备用。取两个试管各加入100斗L PBMC，分别加入

PMA(25 as／mL)2．5斗L，Ionomycin(1 ptg／mL)2 ttL，

Monensin(1．7¨S／mL)2¨L，充分混匀于细胞培养箱

共培养4～6 h后一管加入CD3-PE—cy 5．5／CD8-PE—

TR／TCRVct24．PE抗体混合物，另一管加入同型对照

抗体混合物，避光孵育15—30 min后分别FIX&

PERM A 100“L室温避光孵育15～30 min，PBS洗

涤。一管加FIX&PERM B和IL-4一PE—cy7／IFN一1一

APC．Alexa Fluor 750抗体混合物；另一管加入FIX&

PERM B和同型对照抗体混合物孵育15—30 min，

PBS洗涤，PBS重悬细胞，用流式细胞仪检测各型淋

巴细胞亚群数量。

3．3统计学方法 细胞表型的比例用BD FACS

Aria 6．0软件统计分析；其余结果均用SPSS 13．0统计

软件整理分析数据。同组治疗前后比较采用配对t检

验；两组治疗后的变化比较采用独立样本t检验。所

有的统计检验均采用双侧检验，P<0．05为差异有统

计学意义。

结 果

1 临床疗效

1．1 两组治疗前后ALT、AST、HBV-DNA及中医

证候积分比较(表1) 与治疗前比较，两组均能够明

显降低患者ALT、AST、HBV-DNA及中医证候积分水

平，但治疗组较对照组作用更显著(P<0．05)。

表1 两组治疗前后ALT、AST、HBV—DNA及中医

证候积分比较(i±s)

组别时间 ALT(U／L) AST(U／L)log(HBV．DNA) 中医慝篡积分

(2I)治疗后48．29±16 59’ 41．48±13．3I’ 3．85±1．75’ 7．57±I．12+

治疗治疗前141．52±44．46 113．90±42．46 6．51±0．60 11．52±1．72

l：1 2亟堑亘22：i§!!：!Q：兰塑：塑!§：坠：兰2：ZQ：!：塑：全 §：Z§：!：墼：兰

注：与本组治疗前比较．’P<0．05；与对照组治疗后比较．△P<

0．05：()内数据为例数；下表同

1．2两组治疗后肝功能复常率、HBV—DNA转阴

率及HBeAg转阴率比较 对照组21例患者中有9例

在治疗6个月后肝功能恢复正常，复常率是42．86％，

而治疗组29例患者中有24例肝功能恢复正常，复常

率是82．76％，两组比较，差异有统计学意义(P<

0．05)。对照组HBV．DNA有3例转阴，治疗组有9例

转阴，转阴率分别是14．29％和31．03％，两组比较，

差异无统计学意义(P>0．05)。治疗后，对照组有1

例出现HBeAg转阴，而治疗组有4例，HBeAg转阴率

分别是4．80％和13．79％，两组比较，差异无统计学

意义(P>0．05)。

2两组治疗前后NKT细胞数量及IFN．^y、IL一4

表达比较(表2) 与治疗前比较，治疗6个月后，对

照组NKT细胞数量增加不明显，而治疗组能够明显

增加NKT细胞数量，差异有统计学意义(P<0．05)；

治疗组与对照组均能够促进NKT细胞分泌IFN—Y，抑

制分泌IL。4，但治疗组作用更明显(P<0．05)。

表2 两组治疗前后NKT细胞数量及IFN—ly、IL-4表达

比较 (％，面±5)

3两组治疗前后Thl、Th2、Tcl、Tc2细胞数量及

Thl／Th2、Tcl／Tc2比值变化比较(表3) 与治疗前比

较，治疗6个月后，对照组能够明显增加Tcl细胞的

数量，提升Tel／Tc2的比值，差异有统计学意义(P<

0．05)，而对Thl、Th2细胞数量和Thl／Th2比值没有

显著影响，差异无统计学意义(P>0．05)。治疗后，

治疗组不但明显增加Thl、Tcl数量、减少Th2、Tc2细

胞数量、提升Thl／Th2、Tcl／Tc2比值，且作用明显优

于对照组(P<0．05)。

讨 论

CHB属中医学“黄疸”、“胁痛”、“腹胀”、“积聚”

范畴。感受湿热或湿热疫毒为CHB的首要病因，而

正气不足为内在条件，饮食不节、情志不和为是诱发因

素‘引。

表3 两组治疗前后Thl、Th2、Tcl、Tc2细胞数量及Thl／Th2、Tcl／Tc2比值变化比较 (％，i±5)

万方数据
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抑毒方由女贞子、旱莲草、仙茅、仙灵脾、猫人参、

猫爪草、丹皮、紫草组成，现代药理研究表明：女贞子中

的齐墩果酸能降低ALT水平，减轻肝组织炎性反应，

并促进肝细胞再生，使坏死区迅速修复。而女贞子多

糖对小鼠的免疫作用与机体的免疫状态有关，对非特

异性细胞免疫有增强作用，对免疫抑制状态小鼠的细

胞免疫有增强作用H’。对小鼠T细胞介导的免疫应

答研究表明，旱莲草乙酸乙酯总提物对T淋巴细胞介

导的细胞免疫具有一定的免疫调节作用"。。淫羊藿

有效成分主要为淫羊藿苷和淫羊藿多糖。淫羊藿苷能

够增加小胸腺、脾脏重量，且能增强小鼠巨噬细胞吞

噬能力、小鼠红细胞C3b、细胞免疫复合物花环形成百

分率和血清TNF一0【水平也明显增加，增加小鼠免疫功

能¨1。淫羊藿多糖能使小鼠胸腺和脾脏细胞合成IL-2

增多，并能诱生干扰素，提高扁桃体单个核细胞NK、

LAK细胞杀伤活性，还可显著促进刀豆球蛋白诱导小

鼠脾淋巴细胞产生集落刺激因子¨届’。仙茅中的仙茅

苷能增强巨噬细胞的吞噬活性一’，此外仙茅还具有良

好的清除氧自由基的作用¨⋯。猫人参具有清热解毒、

祛风除湿的功效；猫爪草具有消肿散结、清热解毒的功

效，主要用于淋巴结结核和肿瘤的治疗，临床应用还

发现此两者具有较好的抗病毒作用。丹皮中含有丹皮

总苷(TGM)能够明显减轻卡介苗(BCG)和大肠杆菌

脂多糖(LPS)诱导的小鼠免疫性肝损伤，能够降低

ALT和AST水平，并减轻组织及肝脏中脂质过氧化物

(LPO)的含量，起到保肝作用⋯’。TGM还可明显促

进刀豆蛋白A(ConA)诱导小鼠T淋巴细胞增殖反应

和大鼠T淋巴细胞产生IL一2，以及促进脂多糖诱导B

淋巴细胞增殖反应及大鼠腹腔巨噬细胞产生IL一1，它

们的浓度一效应曲线呈钟罩形，因此TGM还具有浓

度依赖性双向免疫调节作用¨“。此外其还能增强NK

细胞的杀伤活性和单核巨噬细胞的吞噬功能，并能增

强巨噬细胞分泌IL．1、IL-2、TNF等细胞因子的能

力”“。紫草多糖能激活腹腔巨噬细胞的吞噬功能，

提高单核巨噬细胞吞噬能力，增强脾脏中T细胞的数

量和T淋巴细胞的功能，促进T淋巴细胞的免疫应答

作用。此外，紫草还能抗HBV，应静芝¨4’用紫草等

中药治疗乙型肝炎1例(10岁)，连续服用3个多月，

ALT降至正常，随访近20年未复发。本试验结果表

明，与对照组比较，治疗组能够明显降低ALT、AST、

HBV—DNA水平，并能够明显改善HBeAg阳性CHB患

者的临床症状。由于样本例数较少和治疗时间较短，

两组HBV-DNA转阴率和HBeAg转阴率差异无统计

学意义。

CHB患者体内存在细胞免疫功能障碍，外周血

CD3+、CD8+百分率升高，CD3+CD4+／CD3+CD8+比

值降低¨4川。在HBV特异性抗原的刺激下，CD4+T

细胞在不同细胞因子作用下分化为Thl和Th2两种类

型，并因此而影响细胞因子网络之间的平衡¨6’”’。对

照组治疗6个月后能够明显增加Tel细胞的数量，从而

提高Tcl／Tc2比值，增强CD8+T细胞的CTL作用，对

NKT、Thl、Th2、Tc2细胞数量变化没有明显改善，但能

够明显改善NKT细胞分泌的IFN—Y和IL一4的能力，增

加IFN-1的分泌并降低IL．4的分泌，这可能与恩替卡

伟抑制HBVDNA聚合酶活性的抗病毒作用有关。

研究表明，当病毒特异性CD8+T细胞占明显优

势时，能够有效控制HBV感染，而不产生明显的肝损

伤，实验也证实去除特异性CD8+T细胞的黑猩猩能

够导致急性HBV感染的慢性化和持续化¨“。在慢性

HBV感染时，肝脏内CD8+T细胞主要是病毒非特异

性的，肝脏内病毒特异性CD8+T细胞启动了肝内损

伤，而肝内浸润性的病毒非特异性CD8+T淋巴细胞

放大了这一过程¨⋯。在单用恩替卡韦治疗时，虽然

可以通过促进NKT细胞分泌IFN一．y，诱导增加Tcl细

胞数量，发挥清除病毒作用，同时也破坏了肝细胞，

导致肝功能异常。而恩替卡韦联合抑毒方能够明能够

更有效降低HBV-DNA、ALT、AST水平，抑毒方可能通

过全面调节NKT细胞的数量及功能，促进NKT细胞

分泌IFN·1，抑制分泌IL-4，导致Thl、Tcl细胞的数

量增加，而Th2、Tc2细胞数量减少，调节Thl／Th2和

Tcl／Tc2的动态平衡发挥保肝抗病毒作用。
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